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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
 
% (V/V) volumski odstotek topljenca v volumnu celotne raztopine 
ε molarni ekstinkcijski koeficient 
2-D, 3-D dvodimenzionalen, tridimenzionalen 
A280 nm, absorbanca pri 280nm 
Abs 0,1 % absorbanca proteina pri 280 nm, če bi bil v koncentraciji 1 mg/ml 
AK aminokislina 
ang. angleško 
BSA goveji serumski albumin (standard) 
CCPO proteinski origami z obvitimi vijačnicami (ang. coiled-coil protein 
origami) 
CoCoPOD spletna platforma za oblikovanje proteinskega origamija z obvitimi 
vijačnicami (ang. coiled-coil protein-origami design) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
E.coli Escherichia coli 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
FbaB fibronektin 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. fast protein 
liquid chromatography) 
G glicin 
GFP zeleni fluorescirajoči protein (ang. green fluorescent protein) 
HCl klorovodikova kislina 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance 
liquid chromatography) 
IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
LB gojišče Luria-Bertani 
MALS večkotno sipanje laserske svetlobe (ang. multiple angle light scattering) 
Milli-Q dodatno očiščena, deionizirana voda 
NaCl natrijev klorid 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
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Native-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza pod nativnimi pogoji 
NiNTA polnilo za nikljevo afinitetno kromatografijo 
OD 600 nm optična gostota pri 600 nm 
P prolin 
pET ekspresijski vektor 
pH negativni desetiški logaritem koncentracije vodikovih ionov 
RFP rdeči fluorescirajoči protein (ang. red fluorescent protein) 
RI refrakcijski indeks 
S serin 
Sc SpyCatcher 
SEC gelska filtracija (ang. size exclusion chromatography) 
SN topen, negativno nabit (ang. soluble, negatively charged) 
St SpyTag 
Tet12 protein v obliki tetraedra iz 12 peptidnih segmentov povezanih v eno 
polipeptidno verigo 
Tris tris(hidroksimetil)aminometan 
UV ultravijolični del spektra 
UV-VIS ultravijolično-vidni del spektera 
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Proteini so naravni biopolimeri, ki nadzorujejo večino procesov v celicah. Naravni proteini so 
sestavljeni iz seta 20 osnovnih aminokislin. Zaradi raznolikosti stranskih verig aminokislin 
lahko v naravi najdemo najrazličnejše oblike proteinov, ki opravljajo mnoge funkcije (Nelson 
in Cox, 2017). Kljub visoki raznolikosti funkcij naravnih proteinov so si le-ti med seboj 
strukturno zelo podobni in ne obstajajo v vseh možnih kombinacijah aminokislinskih 
zaporedij. Povod za načrtovanje in oblikovanje proteinov je dejstvo, da velik del možnih 
aminokislinskih zaporedij in posledično oblik proteinov ostaja neraziskanih, saj jih v naravi 
ne najdemo. Eden od pristopov k načrtovanju novih proteinov je osnovan na podlagi že 
obstoječih proteinov, ki jim s pomočjo proteinskega inženiringa spreminjamo lastnosti. Drugi 
pristop temelji na kemičnih in fizikalnih lastnosti proteinov s čimer oblikujemo nova 
aminokislinska zaporedja. Slednji pristop se imenuje de novo sinteza proteinov, s katero lahko 
načrtujemo nove proteinske strukture različnih oblik in funkcij, ki v naravi niso prisotne 
(Huang in sod., 2016; Woolfson, 2005). Eno od strategij načrtovanja de novo proteinskih 
struktur imenujemo proteinski origami, za katerega je značilna uporaba obvitih vijačnic in 
oblikovanje proteinov v obliki poliedrov (Gradišar in sod., 2013). Proteinski origami lahko 
služi kot ogrodje za oblikovanje kompleksnejših struktur, saj je v ogliščih poliedrov možno 
predstavljati različne proteinske domene, kar odpre vrata načrtovanju proteinov z mnogimi 
možnimi funkcijami in aplikacijami (Strmšek in sod., 2020). V diplomskem delu bomo v ta 
namen uporabili sistem SpyCatcher/SpyTag, za katerega je značilna visoka afiniteta vezave in 
spontana tvorba izopeptidne vezi (Zakeri in sod., 2012). 
 
Cilj diplomskega dela je sintetizirati, izolirati in analizirati protein v obliki tetraedra, ki ima v 
enem od oglišč predstavljeno proteinsko domeno SpyCatcher. Pripravljen protein smo nato 
kombinirali s proteinoma, ki vsebujeta domeno SpyTag, ki se s svojim peptidnim partnerjem 
SpyCatcher poveže preko izopeptidne vezi. To lastnost smo želeli izkoristiti za tvorbo bolj 
raznolikih in kompleksnih proteinskih struktur. 
 
HIPOTEZA: 
S pomočjo proteinskih domen SpyCatcher in SpyTag, predstavljenih v ogliščih proteinskih 
tetraedrov, je mogoče tvoriti dimerno strukturo. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 De novo SINTEZA PROTEINOV 
Zaporedja naravnih proteinov predstavljajo le majhen del vseh možnih kombinacij 
aminokislinskih zaporedij. Kljub temu, da so naravni proteini bistveno pripomogli k 
razumevanju oblik in funkcij proteinov, precejšen del ostaja neraziskan. Nove priložnosti na 
tem področju ponuja de novo sinteza proteinov, kjer na podlagi razumevanja biofizikalnih in 
kemičnih lastnosti proteinov oblikujemo povsem nove strukture, ki jih v naravi še nismo 
odkrili (Huang in sod., 2016). Pri de novo oblikovanju proteinov poznamo dva pristopa: 
pozitivnega in negativnega. Pri pozitivnem pristopu apliciramo pravila glede zvitja zaporedij 
v 2-D in 3-D strukture in tako oblikujemo ciljni protein, pri negativnem pristopu pa 
poskušamo destabilizirati alternativne strukture. Za oblikovanje novih proteinov z obvitimi 
vijačnicami se uporablja kombinacija obeh pristopov (Woolfson, 2005). 
2.1.1 Obvite vijačnice 
Strukturo obvitih vijačnic so prvič opisali Pauling in sodelavci (1951) ter Crick (1953), ki so 
jih prepoznali kot sestavni del nekaterih fibrilarnih in globularnih proteinov. Nove ugotovitve 
so sledile v osemdesetih in devetdesetih letih prejšnjega stoletja, ko so začeli opisovati 
strukture proteinov, za katere se je izkazalo, da so sestavljene iz različnih oblik obvitih 
vijačnic (Lupas, 1996). Nadaljnje raziskave so ocenile, da obvite vijačnice predstavljajo 10 % 
strukturnih enot evkariontskih proteinov (J. Liu in Rost, 2001). Obvite vijačnice so 
sestavljene iz peptidnih α-vijačnic, ki tvorijo superzvito strukturo. Ta je najpogosteje 
sestavljena iz dveh, treh ali štirih α-vijačnic, ki so lahko obrnjene paralelno ali antiparalelno. 
Obvite vijačnice so lahko sestavljene iz istih verig (homomeri) ali iz različnih verig 
(heteromeri) (Lupas in Gruber, 2005). 
 
Slika 1: Povezovanje dveh α-vijačnic v obvito vijačnico in shema heptad v paralelno ter antiparalelno orientirani 
obviti vijačnici (prirejeno po Lapenta in sod., 2018). 
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V diplomskem delu smo delali s proteini, ki vsebujejo dimerne obvite α-vijačnice, sestavljene 
iz osnovne enote heptade, kjer se na dva zavoja periodično ponavlja 7 aminokislinskih 
ostankov (Crick, 1953). Znotraj heptadne ponovitve mesta označujemo s črkami a, b, c, d, e, 
f, g (Slika 1). Pri dimernih obvitih vijačnicah sta na mestih a in d, ki sta v notranjosti obvite 
vijačnice, nepolarna aminokislinska ostanka. Na mestih e in g, ki sta delno izpostavljeni 
topilu, sta aminokislinska ostanka, ki omogočata povezavo α-vijačnic z elektrostatskimi 
interakcijami. Aminokislinski ostanki na mestih a, d, e in g določajo specifičnost vezave dveh 
α-vijačnic. Na mestih b, c in f, so hidrofilni aminokislinski ostanki, ki so izpostavljeni topilu 
in vplivajo na topnost ter stabilnost obvite vijačnice (Drobnak in sod., 2017). Tako zasnovane 
obvite vijačnice lahko služijo kot gradbena enota za kompleksnejše modularne proteinske 
strukture, vendar je za to potrebno oblikovati sete ortogonalnih parov, v katerih se tvorijo le 
željeni pari α-vijačnic (Lapenta in sod., 2018). 
2.1.2 Proteinski origami z obvitimi vijačnicami 
Proteinski origami z obvitimi vijačnicami (ang. coiled coil protein origami, CCPO) se 
zgleduje po DNA origamiju, ki je zaradi majhne kemijske variabilnosti nukleinskih kislin 
predvidljiv in zanesljiv. Proteinski origami je po drugi strani zaradi kemijske variabilnosti 
aminokislin precej bolj kompleksen za načrtovanje, vendar zato zelo zanimiv, saj ima večji 
potencial za različne funkcionalne aplikacije (Drobnak in sod., 2016). CCPO je osnovan na 
lastnostih načrtovanih dimernih obvitih vijačnic, ki tvorijo željene strukture, v kolikor so 
pravilno nanizane znotraj polipeptidne verige (Gradišar in sod., 2013). Za pravilno zvitje 
polipeptidne verige v kompleksnejše strukture so pomembne tudi daljnosežne interakcije 
(ang. long-range interactions). Te omogočijo vezavo modulov, ki so v primarni strukturi 
proteina med seboj zelo oddaljeni (Ljubetič in sod., 2017; Gromiha in Selvaraj, 1999). 
Načrtovanje takih polipeptidov, ki se zvijejo v željeno obliko, je zelo kompleksno. Ko 
izberemo tarčno poliedrsko strukturo, se nato z metodo, ki so jo razvili Fijavž in sodelavci 
(2014), izbrani strukturi izračuna ustrezno topologijo oziroma Eulerjev obhod. Za nekatere 
strukture je možnih več topologij, ki pa se med seboj razlikujejo po številu paralelnih in 
antiparalelnih obvitih vijačnic. V nadaljevanju je potrebno sestaviti aminokislinsko zaporedje, 
ki ima glede na izračunano topologijo α-vijačnice postavljene na ustrezna mesta ter povezane 
s povezovalnimi peptidi (Lapenta in sod., 2018). Ljubetič in sodelavci (2017) so v ta namen v 
svoji raziskavi predstavili spletno platformo CoCoPOD (ang. coiled-coil protein-origami 
design).  
2.1.3 Proteinske kletke v obliki tetraedra 
Predvidevanja o možni tvorbi tetraedrske strukture iz obvitih vijačnic so prvič potrdili 
Gradišar in sodelavci (2013). Oblikovali so polipeptid iz 12 α-vijačnic povezanih s 
povezovalnimi peptidi, ki se je zvil tako, da je bil vsak rob tetraedrske strukture, imenovane 
Tet12, sestavljen iz dveh specifičnih α-vijačnic povezanih v obvito vijačnico (Slika 2). 
Topnost proteina Tet12 so v nadaljevanju Ljubetič in sodelavci (2017) izboljšali z 
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načrtovanjem osnovnih gradnikov obvitih vijačnic. To so dosegli tako, da so na mesta b, c in f 
v heptadi obvitih vijačnic, ki so v stiku s topilom, postavili bolj negativno nabite 
aminokislinske ostanke. Tako je nastal protein Tet12SN, ki smo ga za ogrodje uporabili v tem 
delu. Črki SN v imenu proteina pomenita topen (ang soluble) in negativno nabit (ang. 
negatively charged).  
 
Slika 2: Struktura tetraedrskega proteina Tet12. (a) Zvitje polipeptidne verige v tetraeder z optimalno topologijo. 
(b) Paralelni in antiparalelni heterodimeri ter homodimeri, ki tvorijo oglišča tetraedrskega proteina. Sive črte 
nakazujejo ortogonalne pare (prirejeno po Gradišar in sod., 2013). 
2.2 SISTEM SpyCatcher/SpyTag 
2.2.1 Zgradba in delovanje 
Sistem SpyCatcher/SpyTag je poimenovan po patogeni bakteriji Streptococcus pyogenes 
(Zakeri in sod., 2012), ki povzroča bolezni žrela in kože pri ljudeh (Cunningham, 2000). 
Invazijo v človeške celice jim omogoča vezavni protein za fibronektin (FbaB), ki je zbudil 
zanimanje za raziskave (Amelung in sod., 2011). Zakeri in sodelavci (2012) so sistem 
SpyCatcher/SpyTag pripravili s proteinskim inženiringom, pri čemer so FbaB protein razdelili 
na daljši (SpyCatcher) in krajši (SpyTag) peptid, saj so želeli doseči povezavo dveh ločenih 
molekul namesto tvorbe amidne vezi znotraj proteina. Pri sistemu SpyCatcher/SpyTag se med 
molekulama tvori povezava preko izopeptidne vezi (Zakeri in sod., 2012), in sicer pride do 
reakcije med amino skupino stranske verige aminokisline lizin in α-karboksilno skupino 
asparaginske kisline (Li in sod., 2014). Tvorba vezi med molekulama SpyCatcher in SpyTag 
je spontana ter ireverzibilna (Slika 1), vezi pa se ne da prekiniti z visoko temperaturo, 
odporna je tudi na reducente. Tvorba izopeptidne vezi med SpyCatcher in SpyTag lahko 
poteče v različnih pufrih, tudi ob prisotnosti detergentov, vez se tvori tako pri nevtralnih, kot 
pri nižjih pH vrednostih in pri temperaturnem intervalu 0-37 °C (Zakeri in sod., 2012).  
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Slika 3: Tvorba izopeptidne vezi med molekulama SpyCatcher in SpyTag (prirejeno po Zakeri in sod., 2012). 
2.2.2 Primeri uporabe 
Zaradi svoje robustnosti je sistem SpyCatcher/SpyTag zanimiv za mnogo različnih aplikacij. 
Če se domeni SpyCatcher in SpyTag postavi na konce željenega proteina, lahko pride do 
spontane ciklizacije le-tega, hkrati pa se lahko poveča termostabilnost željenega proteina 
(Schoene in sod., 2014). Sistem SpyCatcher/SpyTag je zanimiv tudi v raziskavah celičnega 
tkivnega inženirstva, kar so Sun in sodelavci (2014) dokazali s tvorbo hidrogela, v katerem so 
preko SpyCatcher in SpyTag domen med seboj povezali več elastinu podobnih peptidov. V 
tako pripravljen hidrogel so enkapsulirali mišje fibroblaste in mišje embrionalne matične 
celice, ki so ohranile svojo pluripotentnost. SpyCatcher/SpyTag sistem se je izkazal za 
potencialno uporabnega tudi pri razvoju nove metode za pripravo cepiv, kar so Z. Liu in 
sodelavci (2014) opisali z metodo, pri kateri so uporabili protitelesa proti dendritičnim 
celicam z dodano domeno SpyTag in antigen z dodano domeno SpyCatcher. Domeni 
SpyCatcher in SpyTag sta se nato povezali z izopeptidno vezjo in omogočili sestavo cepiva. 
Na ta način bi lahko sestavljali in kombinirali protitelesa z različnimi antigeni in tako 
pripravili cepiva proti mnogim boleznim. 
2.3 PROTEINSKI KONSTRUKTI 
V ogliščih proteinskih poliedrov je možno predstavljati druge proteinske domene (Strmšek in 
sod., 2020), kar smo, poleg predstavitve zelenega fluorescirajočega proteina (ang. green 
fluorescent protein, GFP) in rdečega fluorescirajočega proteina (ang. red fluorescent protein, 
RFP), izkoristili tudi za predstavitev SpyCatcher in SpyTag domen. Proteinske domene se v 
ogliščih poliedra predstavi tako, da se med zaporedja za α-vijačnice namesto klasičnega 
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povezovalca z zaporedjem aminokislin G-S-G-P-G vstavi povezovalec z zaporedjem G-S-G, 
čemur sledi zaporedje za željen protein in nato spet povezovalec z zaporedjem G-S-G. V 
diplomskem delu smo uporabili dva proteina, katerih osnovno ogrodje je tetraedrska 
proteinska kletka Tet12SN. Ta ima štiri oglišča, zato se na njej lahko predstavi do štiri 
proteinske domene. Protein Tet12SN-ScGG je sestavljen iz ogrodja Tet12SN, v ogliščih pa 
ima predstavljeno eno domeno SpyCatcher (Sc) in dve domeni GFP (G). Protein Tet12SN-
StStStR je prav tako sestavljen iz ogrodja Tet12SN, v ogliščih pa ima predstavljene tri 
domene SpyTag (St) in en RFP (R). Tretji uporabljen protein SpyTag-RFP pa je sestavljen le 
iz RFP in SpyTag domene, ki sta povezana s povezovalcem G-S-G. Sheme proteinov, ki smo 
jih uporabili v eksperimentalnem delu, so prikazane na Sliki 4. 
 
Slika 4: Shematsko prikazani proteini in njihovi sestavni deli uporabljeni v eksperimentalnem delu. 
Aminokislinska zaporedja proteinov smo analizirali s pomočjo bioinformacijskega orodja 
ProtParam (Gasteiger in sod., 2005). V Preglednici 1 so predstavljeni teoretični podatki o 
proteinih (število aminokislinskih ostankov, molekulska masa in ekstinkcijski koeficient), ki 
smo jih v nadaljevanju uporabili za pripravo vzorcev in analizo rezultatov. 
Preglednica 1: Podatki o proteinih, izračunani s pomočjo bioinformacijskega orodja ProtParam (Gasteiger in 
sod., 2005). 
Ime proteina Število AK Molekulska masa (kDa) ε (L/mol∙cm) Abs 0,1 % (mL/mg∙cm) 
Tet12SN-ScGG 1024 116,1 75430 0,650 
Tet12SN-StStStR 734 83,6 63260 0,775 
SpyTag-RFP 252 28,3 39880 1,407 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 AEROBNI BIOPROCES IN IZOLACIJA PROTEINA 
3.1.1 Izražanje proteina 
Za proizvodnjo proteina Tet12SN-ScGG smo uporabili kompetentne Escherichia coli 
NiCo21(DE3) celice, ki smo jih transformirali s plazmidom s polihistidinsko oznako in z 
vstavljenim DNA zaporedjem za Tet12SN-ScGG tetraeder v vektorju pET-41a. Inokulum 
smo pripravili iz posamične kolonije v 500 mL erlenmajerici, ki je vsebovala 100 mL 
tekočega LB gojišča z dodanim kanamicinom v končni koncentraciji 50 μg/mL. Po 
prekonočni inkubaciji na stresalniku na 37 °C, smo inokulum redčili na OD600 nm 0,1 v 3 L 
tekočega LB gojišča. Kultura je nato rastla v inkubatorju pri 37 °C in 160 obratih na minuto, 
dokler OD600 nm ni dosegla vrednosti 0,6-0,8. Temu je sledila indukcija izražanja proteinov z 
dodatkom izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG) s končno koncentracijo 1 mM. 
Bioproces je nato potekal 4 h pri 30 °C in nespremenjenih obratih. Celice smo zbrali s 
centrifugiranjem (5500 g, 10 °C in 5 min) in celični pelet čez noč shranili na -80 °C.  
3.1.2 Liza celičnega peleta 
Zamrznjen celični pelet, ki smo ga zbrali iz treh litrov bakterijske brozge, smo po končanem 
bioprocesu resuspendirali v hladnem pufru (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM 
imidazol) do končnega volumna 35 mL. Dodali smo 0,5 μL benzonaze (Merck, Nemčija) in 
70 µL koktajla proteaznih inhibitorjev brez EDTA (Sigma-Aldrich, ZDA). Celice smo nato na 
mokrem ledu lizirali s soniciranjem (Vibra-cell VCX, Sonics, ZDA) s 6-7 cikli (efektiven čas 
soniciranja na cikel 1 min, 1 s ON, 3 s OFF, 55% amplituda) ali dokler se lizat ni zbistril. 
Odvzeli smo tudi 50 µL za kasnejšo analizo. Lizat smo nato 20 min centrifugirali na 
maksimalnih obratih pri 4 °C in tako ločili topno frakcijo od netopne. Vzeli smo tudi 50 µL 
vzorca topne frakcije in ga zamrznili. 
3.1.3 Gravitacijska NiNTA kromatografija 
NiNTA kromatografija nam je omogočila ločitev Tet12SN-ScGG, ki vsebuje polihistidinsko 
oznako, od ostalih proteinov v topni frakciji. Na gravitacijsko kolono smo nanesli 14 mL 50% 
NiNTA polnila (Goldbio, ZDA). Polnilo smo sprali z Milli-Q vodo in ekvilibrirali z NiNTA 
pufrom A (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol). Topno frakcijo smo nato 
filtrirali z 0,45 µm filtrom (Sartorius stedim, Nemčija) in jo dodali na kolono. Po vezavi 
vzorca je sledilo spiranje z NiNTA pufrom A, dokler A280 nm ni padla pod 0.01, čemur je 
sledilo še spiranje z NiNTA pufrom B (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 20 mM 
imidazol), dokler A280 nm ni padla pod 0.01. Elucijo vezanega proteina smo naredili z NiNTA 
elucijskim pufrom (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol). Elucijskim 
frakcijam smo izmerili UV-VIS spekter in tiste, v katerih je bil protein prisoten, združili 
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(približno 12 mL). Združene frakcije smo filtrirali z 0,22 µm filtrom (Sartorius stedim, 
Nemčija) in odvzeli 50 µL vzorec za nadaljnjo analizo. 
3.1.4 Gelska filtracija 
Gelska filtracija je namenjena ločbi molekul glede na njihovo velikost, zato smo z njo lahko 
ločili proteinske monomere od oligomerov, razgradnih produktov in agregatov. Za gelsko 
filtracijo smo uporabili FPLC s sistemom Äkta Pure 25 in kolono HiLoad Superdex 200 
26/600 (GE Healthcare, ZDA), ekvilibrirano s SEC pufrom (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 10% glicerol (V/V)), po navodilih proizvajalca. Filtrirane vzorce smo injicirali na 
kolono. Na podlagi kromatograma, umeritvene krivulje in prejšnjih injiciranj smo združili 
ustrezne frakcije ter jih skoncentrirali z Amicon centrifugirnimi koncentratorji (velikost por 
30 kDa, Merck Millipore, ZDA) do končne koncentracije nad 1,0 mg/mL. Vzeli smo vzorec 
koncentriranega proteina in nekaterih drugih frakcij po gelski filtraciji za nadaljnje analize. 
Koncentriran protein smo nato alikvotirali ter zamrznili v tekočem dušiku in shranili na 
-80 °C. 
3.2 KARAKTERIZACIJA IZOLIRANEGA PROTEINA 
3.2.1 NaDS-PAGE 
Za analizo proteina Tet12SN-ScGG s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE), smo pripravili vzorce lizata (L), topne frakcije 
(TF), filtriranega vzorca pred gelsko filtracijo (SEC-in), zanimivih frakcij po gelski filtraciji 
in koncentriranega proteina (KP). Vzorce, zbrane pred gelsko filtracijo, smo 10x redčili s SEC 
pufrom (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerol (V/V)). Vsem vzorcem smo dodali 
NaDS-PAGE nanašalni pufer z β-merkaptoetanolom in jih 10 minut toplotno denaturirali na 
95 °C. Vzorce smo nato analizirali z NaDS-PAGE. Uporabili smo 1,5 mm debele gele z 8% 
zamreženostjo. Protein v gelu smo po koncu elektroforeze obarvali z InstantBlue barvilom 
(Sigma-Aldrich, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
3.2.2 Native-PAGE 
Vzorce za poliakrilamidno gelsko elektroforezo pod nativnimi pogoji (Native-PAGE) smo 
pripravili s kombiniranjem dveh različnih proteinov ter jih po potrebi redčili s SEC pufrom. 
Upoštevali smo, da je bila celokupna masna koncentracija proteinov v vzorcu vedno najmanj 
0,5 mg/mL in da smo masno koncentracijo ene komponente držali konstantno. Vzorcem smo 
dodali Native-PAGE nanašalni pufer in jih nanesli na 8% gel za Native-PAGE debeline 1,5 
mm in opravili elektroforezo (100 V, 3 h, 4 °C). Gel smo najprej slikali pod UV svetlobo brez 
UV filtra na kameri, nato pa proteine obarvali z InstantBlue barvilom (Sigma-Aldrich, ZDA) 
po navodilih proizvajalca ter ga naslednji dan ponovno slikali. 
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3.2.3  Gelska filtracija (SEC-MALS) 
Gelsko filtracijo (ang. size exclusion chromatography, multiple angle light scattering, SEC-
MALS) smo uporabili za karakterizacijo povezav med proteini v različnih vzorcih. Iz 
pridobljenih kromatogramov je možno določiti prisotnost monomernih proteinov ter mono-, 
di- ali tri-konjugiranih proteinskih struktur. Detektorja MALS in RI (refrakcijski indeks) v tej 
analizi nismo uporabili zaradi interference GFP in RFP z laserji v detektorjih. Vzorce smo 
pripravili s kombiniranjem dveh različnih proteinov ter jih po potrebi redčili s SEC MALS 
pufrom (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl). Upoštevali smo, da je bila celokupna masna 
koncentracija proteinov v vzorcu vedno nad 0,3 mg/mL in da smo molarno koncentracijo ene 
komponente držali konstantno. Proteine smo v izračunanih koncentracijah pripravili, sfiltrirali 
z mikrocentrifugirnimi filtri z 0,1 µm porami (Merck Millipore, ZDA) in filtrat odpipetirali v 
viale. Za gelsko filtracijo smo uporabili HPLC (Waters, ZDA) in kolono Superdex 200 
Increase 10/300 (GE Healthcare ZDA), ki je namenjena analizi vzorcev. Ekvilibrirali smo jo s 
SEC-MALS pufrom (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl). Pred in po meritvah smo 
delovanje kolone in detektorjev preverili s standardom BSA. 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
V poglavju so prikazani rezultati, ki so razdeljeni na dva dela: (i) izolacija in karakterizacija 
izoliranega proteina Tet12SN-ScGG in (ii) analiza tvorbe mono- in več-konjugiranih struktur, 
ki so nastale ob kombiniranju predhodno izoliranega proteina Tet12SN-ScGG s proteinoma 
Tet12SN-StStStR ter SpyTag-RFP. Koncentracije smo izračunali na podlagi A280 nm in 
ekstinkcijskih koeficientov, izračunanih s pomočjo bioinformacijskega orodja ProtParam 
(Gasteiger in sod., 2005) (Preglednica 1). 
4.1 IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA IZOLIRANEGA PROTEINA 
4.1.1 Gelska filtracija 
Po gravitacijski NiNTA kromatografiji smo vzorec nanesli na kolono za gelsko filtracijo, kar 
je omogočilo ločbo monomernih proteinov od oligomerov, agregatov in razgradnih 
produktov. Upoštevajoč obliko kromatograma, elucijski volumen in predhodne izolacije smo 
predvidevali, da se monomerni protein nahaja v frakcijah od 21-25, ki smo jih združili. Glede 
na površino pod krivuljo in ekstinkcijski koeficient smo ocenili maso izoliranega 
monomernega proteina na en liter bakterijske brozge, ki je znašala 3,2 mg. O kvaliteti 
izoliranega monomernega proteina lahko sklepamo na podlagi oblike in simetričnosti vrha na 
kromatogramu. Poleg vzorca združenih frakcij smo za analizo NaDS-PAGE vzeli tudi vzorce 
frakcij 12, 17 in 36, ki sovpadajo z ostalimi vrhovi na kromatogramu (Slika 5).  
Pavko N. Tvorba dimernih prot. nanokletk s pomočjo sistema SpyCatcher/SpyTag in prot. origamija. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
10 
 













z d ru ž e n e  fra k c ije  (2 1 -2 5 )
fra k c ija  1 2
fra k c ija  1 7
fra k c ija  3 6
 
Slika 5: Kromatogram gelske filtracije proteina Tet12SN-ScGG z označenimi frakcijami izbranimi za analizo. 
4.1.2 NaDS-PAGE 
Z NaDS-PAGE analizo smo potrdili, da se protein nahaja v topni frakciji (TF), kar je v skladu 
s predhodnimi rezultati projekta. Ocenili smo tudi molekulsko maso in čistost monomernega 
proteina v vzorcu združenih frakcij (21-25) in koncentriranega proteina (KP). Na podlagi 
NaDS-PAGE smo ocenili, da je molekulska masa proteina Tet12SN-ScGG okrog 150 kDa in 
se razlikuje od teoretične molekulske mase, ki smo jo izračunali s spletnim orodjem 
ProtParam (Gasteiger in sod., 2005). Razlikovanje ocenjene mase na podlagi NaDS-PAGE in 
izračunane teoretične mase je skladno s predhodnimi rezultati proteinov tega tipa. Protein je 
prisoten tudi v 12. in 17. frakciji, vendar lahko glede na kromatogram sklepamo, da v 
omenjenih vzorcih ni prisoten v monomerni obliki ampak kot di- ali trimer v 17. frakciji in 
kot višji oligomer v 12. frakciji. V frakciji 36 lahko opazimo, da izoliran protein skorajda ni 
prisoten, kar se sklada z elucijskim volumnom frakcije in umeritveno krivuljo kolone. Glede 
na to, da smo pred gelsko filtracijo opravili NiNTA kromatografijo, lahko sklepamo, da so 
krajše molekule v vzorcih po gelski filtraciji razgradni produkti proteina Tet12SN-ScGG.  
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Slika 6: NaDS-PAGE analiza vzorcev lizata (L), topne frakcije (TF), filtriranega vzorca po NiNTA (SEC), 
izbranih frakcij po gelski filtraciji proteina Tet12SN-ScGG (12, 17, 21-25, 36) in koncentriranega proteina (KP). 
Uporabljen molekularni marker (MM) je PageRuler Plus (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
4.2 TVORBA KOMPLEKSOV 
V tem podpoglavju sta predstavljena poskusa, v katerih smo proteina SpyTag-RFP in 
Tet12SN-StStStR v različnih molarnih koncentracijah kombinirali s Tet12SN-ScGG. Želeli 
smo ugotoviti ali ob tem nastanejo konjugirane strukture zaradi tvorbe izopeptidne vezi med 
domenama SpyCatcher in SpyTag, ki sta del proteinov. Alikvote proteinov smo odmrznili in 
jim določili koncentracijo na podlagi A280 nm. S temi podatki smo nato izračunali potrebne 
volumne proteinov in pufra za posamezen vzorec. Interakcije proteinov v vzorcih smo nato 
okarakterizirali s pomočjo Native-PAGE in SEC-MALS. 
4.2.1 Tet12SN-ScGG in SpyTag-RFP 
Uporabili smo protein Tet12SN-ScGG, ki ima eno domeno SpyCatcher, in ga kombinirali s 
proteinom SpyTag-RFP, ki ima eno domeno SpyTag. Pripravili smo vzorce, v katerih smo 
koncentracijo Tet12SN-ScGG ohranjali konstantno, koncentracijo SpyTag-RFP pa smo 
postopoma povečevali, da smo dosegli različna molarna razmerja med domenama SpyCatcher 
in SpyTag. Pri vzorcih za Native-PAGE je bila konstantna koncentracija Tet12SN-ScGG 
0,5 mg/mL oz. 4,6 µM, koncentracijo SpyTag-RFP pa smo prilagajali tako, da smo dosegli 
naslednja molarna razmerja med domenama SpyCather in SpyTag: 1:1, 1:2, 1:3, 1:5 in 1:6. 
Zaradi prisotnosti fluorescirajočih proteinov na proteinskih konstruktih je bila identifikacija 
struktur na Native-PAGE olajšana. Pri vseh vzorcih, kjer sta bila hkrati prisotna Tet12SN-
ScGG in SpyTag-RFP, smo zaznali strukturo, za katero lahko na podlagi oranžne barve na 
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gelu in zgradbe obeh proteinov sklepamo, da je mono-konjugat oz. dimer (Sliki 7 in 8). V 
vzorcu z razmerjem 1:1 lahko poleg prisotnosti predvidenega mono-konjugata opazimo 
odsotnost SpyTag-RFP. Na podlagi tega lahko sklepamo o dobri aktivnosti proteina Tet12SN-
ScGG, saj se je nanj vezal ves SpyTag-RFP. V tem vzorcu opazimo nekaj presežka Tet12SN-
ScGG, do katerega je po vsej verjetnosti prišlo ob pripravi vzorca (napaka pri pipetiranju, 
netočen teoretičen ekstinkcijski koeficient ali napaka pri meritvi A280 nm). Domnevo o dobri 
aktivnosti Tet12SN-ScGG podpre tudi ugotovitev, da se pri razmerjih 1:2, 1:3, 1:5 in 1:6 
količina nastalega mono-konjugata ne spreminja, Tet12SN-ScGG v vseh vzorcih popolnoma 
zreagira, narašča pa le presežek SpyTag-RFP. 
 
Slika 7: Native-PAGE gel pod UV svetlobo z vzorci različnih molarnih razmerij med domenama SpyCatcher in 
SpyTag na proteinih Tet12SN-ScGG in SpyTag-RFP ter dodanimi shemami predvidenih struktur. 
 
Slika 8: Native-PAGE gel po barvanju z vzorci različnih molarnih razmerij med domenama SpyCatcher in 
SpyTag na proteinih Tet12SN-ScGG in SpyTag-RFP ter dodanimi shemami predvidenih struktur. 
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Za analitsko gelsko filtracijo smo vzorce pripravili na podoben način kot za Native-PAGE, le 
da je konstantna koncentracija proteina Tet12SN-ScGG znašala 0,3 mg/mL oz. 2,6 µM. Temu 
smo nato prilagodili koncentracije SpyTag-RFP v vzorcih tako, da smo med domenama 
SpyCatcher in SpyTag dosegli molarni razmerji 1:1 in 1:2, ki smo ju izbrali na podlagi 
rezultatov Native-PAGE. Rezultati analitske gelske filtracije potrdijo sklepe, ki smo jih 
naredili na podlagi Native-PAGE. Na kromatogramu vzorca z razmerjem 1:1 opazimo vrh, 
kar predstavlja elucijo proteina, ki je večji od posameznih proteinov Tet12SN-ScGG in 
SpyTag-RFP. Na podlagi tega lahko sklepamo, da je eluirana struktura mono-konjugat. Prav 
tako kot pri Native-PAGE lahko tudi na kromatogramu vzorca z razmerjem 1:2 opazimo, da 
se količina nastalega mono-konjugata ni spremenila, narastel je le presežek SpyTag-RFP. Pri 
obeh razmerjih se ves Tet12SN-ScGG veže v mono-konjugat, rezultati analitske gelske 
filtracije pa podprejo sklep, da je učinkovitost konjugacije proteina Tet12SN-ScGG blizu 
100%. 
 
Slika 9: Kromatogram analistke gelske filtracije vzorcev različnih molarnih razmerij med domenama SpyCatcher 
in SpyTag na proteinih Tet12SN-ScGG in SpyTag-RFP ter dodanimi shemami predvidenih struktur. 
4.2.2 Tet12SN-ScGG in Tet12SN-StStStR 
Po uspešni tvorbi monokonjugatov oz. dimerov s proteinoma Tet12SN-ScGG in 
SpyTag-RFP, smo se odločili narediti še en korak naprej. Pri tem poskusu smo namesto 
proteina SpyTag-RFP z eno domeno SpyTag, uporabili Tet12SN-StStStR, ki ima na eni 
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molekuli proteinskega ogrodja predstavljene tri domene SpyTag. Vzorce za Native-PAGE 
smo pripravili kot pri podpoglavju 4.2.1. Koncentracijo proteina Tet12SN-ScGG smo v 
vzorcih ohranjali konstantno (0,5 mg/mL oz. 4,6 µM), koncentracijo Tet12SN-StStStR pa 
smo povečevali, da smo med proteinoma dosegli molarna razmerja 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 
1:7 in 1:10, med domenama SpyCatcher in SpyTag pa so bila molarna razmerja 1:3, 1:6, 1:9, 
1:12, 1:15, 1:18, 1:21 in 1:30. Pri vseh vzorcih, kjer sta prisotna oba proteina, lahko opazimo 
nastanek mono-, di- in tri-konjugiranih struktur (Sliki 10 in 11), kar je bilo glede na možnosti 
povezav med proteinoma pričakovano. Za razliko od rezultatov v podpoglavju 4.2.1, kjer se 
ob presežku SpyTag-RFP količina nastalega mono-konjugata ni spreminjala, lahko pri tem 
poskusu opazimo, da količina mono-konjugata z večanjem koncentracije Tet12SN-StStStR 
narašča. To je smiselno, ker smo z višanjem koncentracije Tet12SN-StStStR povečali 
verjetnost za nastanek mono-konjugatov. Slednje lahko podpremo tudi z ugotovitvijo, da se 
lahko na gelu ob povečevanju koncentracije proteina Tet12SN-StStStR opazi vedno manj di- 
in tri-konjugiranih struktur (Sliki 10 in 11). Pri molarnem razmerju 1:3 med domenama 
SpyCatcher in SpyTag lahko opazimo, da nekaj Tet12SN-ScGG ostane nezreagiranega, kar 
lahko nakazuje na nepopolno aktivnost SpyTag domen na proteinu Tet12SN-StStStR. 
Omenjeno trditev pa bi lahko potrdili le v primeru, če bi poskusu dodali vzorce z 
ekvimolarnim razmerjem med domenama SpyCatcher in SpyTag in vzorce s presežkom 
proteina Tet12SN-ScGG. Na podlagi vzorcev, kjer je protein Tet12SN-StStStR v presežku, o 
nepopolni aktivnosti domen SpyTag ne moremo zanesljivo sklepati. 
 
Slika 10: Native-PAGE gel pod UV svetlobo z vzorci različnih molarnih razmerij med domenama SpyCatcher in 
SpyTag na proteinih Tet12SN-ScGG in Tet12SN-StStStR ter dodanimi shemami predvidenih struktur. 
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Slika 11: Native-PAGE gel po barvanju z vzorci različnih molarnih razmerij med domenama SpyCatcher in 
SpyTag na proteinih Tet12SN-ScGG in Tet12SN-StStStR ter dodanimi shemami predvidenih struktur. 
Za vzorce analitske gelske filtracije smo uporabili enako koncentracijo proteina 
Tet12SN-ScGG kot v podpoglavju 4.2.1, le da smo pripravili vzorce z molarnimi razmerji 
1:1, 1:2 in 1:3 med proteinoma oz. molarnimi razmerji 1:3, 1:6 in 1:9 med domenama 
SpyCatcher in SpyTag, ki smo jih izbrali na podlagi rezultatov Native-PAGE. Tako kot pri 
rezultatih Native-PAGE smo tudi pri analitski gelski filtraciji pri vseh razmerjih opazili 
nastanek mono-, di- in tri-konjugiranih struktur, ki smo jih identificirali glede na elucijski čas 
(Slika 12). Na kromatogramu lahko vidimo, da z višanjem koncentracije Tet12SN-StStStR 
narašča tudi količina nastalih mono-konjugiranih struktur, pri molarnih razmerjih 1:6 in 1:9 
med domenama SpyCather in SpyTag pa opazimo upad količine di-konjugiranih struktur, kar 
je v skladu z rezultati Native-PAGE analize. Pri molarnem razmerju 1:3 med domenama 
SpyCatcher in SpyTag lahko tako kot pri Native-PAGE analizi opazimo prisotnost 
nezreagiranega Tet12SN-ScGG, kar lahko nakazuje na nepopolno aktivnost SpyTag domen 
na Tet12SN-StStStR. 
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Slika 12: Kromatogram analistke gelske filtracije vzorcev različnih molarnih razmerij med domenama 
SpyCatcher in SpyTag na proteinih Tet12SN-ScGG in Tet12SN-StStStR ter dodanimi shemami predvidenih 
struktur. 
Za dopolnitev poskusa bi torej dodali vzorce, v katerih bi bili domeni SpyCatcher in SpyTag v 
ekvimolarnem razmerju in vzorce, v katerih bi bil Tet12SN-ScGG v presežku. Za potrditev 
sklepanja glede nepopolne aktivnosti SpyTag domen na proteinu Tet12SN-StStStR, pa bi 
lahko naredili še poskus, v katerem bi namesto proteina Tet12SN-ScGG uporabili 
SpyCatcher-GFP. 
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V diplomskem delu smo z aerobnim bioprocesom v celicah E.coli NiCo21(DE3) sintetizirali 
protein Tet12SN-ScGG, ki ima v enem od oglišč predstavljeno proteinsko domeno 
SpyCatcher. Protein smo po sintezi uspešno izolirali iz topne frakcije v monomerni obliki s 
pomočjo afinitetne NiNTA kromatografije in gelske filtracije. V drugem delu diplomske 
naloge smo izoliran protein Tet12SN-ScGG kombinirali s proteinoma SpyTag-RFP in 
Tet12SN-StStStR, ki imata predstavljeno eno oz. tri proteinske domene SpyTag. Pri analizi 
vzorcev, ki so vsebovali proteina Tet12SN-ScGG in SpyTag-RFP, smo v skladu s 
pričakovanji pri vseh pripravljenih molarnih razmerjih opazili nastanek mono-konjugiranih 
struktur. S tem poskusom smo dokazali tudi popolno aktivnost domene SpyCatcher na 
proteinu Tet12SN-ScGG. Pri analizi vzorcev, ki so vsebovali proteina Tet12SN-ScGG in 
Tet12SN-StStStR, smo pri vseh razmerjih poleg mono-konjugiranih struktur opazili še 
nastanek di- in tri-konjugiranih struktur. Za ta poskus v prihodnosti predlagamo dopolnitev z 
vzorci, v katerih bi bili domeni SpyCatcher in SpyTag na proteinih v ekvimolarnem razmerju 
in v katerih bi bila domena SpyCatcher glede na domeno SpyTag v presežku. Na podlagi tega 
bi lažje sklepali o aktivnosti SpyTag domen na proteinu Tet12SN-StStStR. Z 
eksperimentalnim delom smo potrdili našo hipotezo, da je s pomočjo domen SpyCatcher in 
SpyTag, predstavljenih v ogliščih proteinskih tetraedrov, mogoče tvoriti dimerno oziroma 
mono-konjugirano strukturo, še več, uspešni smo bili tudi pri tvorbi di- in tri-konjugiranih 
struktur. 
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